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resumo – O castanheiro europeu (Castanea sativa Mill.) é a árvore central de um sistema agroflorestal extensivo e multifuncional muito característico das 
montanhas do nordeste de Portugal. A introdução do fungo Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr que provoca no castanheiro cancros nos tecidos corticais 
é desde a sua introdução, em 1989, a principal causa de morte do castanheiro. Não existindo meios de luta eficazes a remoção dos cancros é utilizada para 
reduzir o inóculo do parasita. O método evidenciou pouca eficácia e a doença está presente em todas as regiões de castanheiro. A Hipovirulência, mediada 
pela presença do hipovírus CHV1, é um método muito eficaz para o tratamento dos cancros e recuperação dos castanheiros. Foi objetivo deste trabalho avaliar 
a estrutura da população de C. parasitica para introduzir a Hipovirulência. Em 3 freguesias, onde a doença está presente desde a sua introdução, foi estudada 
a estrutura populacional do fungo parasita. Numa malha geográfica de 500x500m, 70 pontos de amostragem e 1331 castanheiros foram estudados. A análise 
geoestatística revelou focos de grande intensidade da doença que variaram de 54,75 a 73,33%. Foram identificados 5 vc types. EU-11 é o grupo dominante 
com 85,55%, seguido do EU01 (5,34%), EU66 (4,58%) e EU12 (2,90%), considerados novas introduções do parasita. O idiomorfo MAT-1 e MAT-2 estão 
presentes nas populações estudadas, sendo o MAT-2 dominante. A proporção 1:1 identificada, num dos locais, sugere multiplicação sexuada do fungo. A 
ainda baixa diversidade vc type na população de C. parasitica aconselha a introdução da Hipovirulência como meio de luta preferencial contra o Cancro do 
Castanheiro em Portugal.
Palavras-Chave: CryphoneCtria parasitiCa (Murrill) Barr., GeoreferenCia, GeoestatístiCa, inCoMpatiBilidade veGetativa, MatinG type
resumen – El castaño (Castanea sativa Mill.) es el árbol central de un sistema agroforestal multifuncional muy característico de las montañas del nordeste 
de Portugal. La introducción del hongo Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr, que causa los chancros en el tejido cortical, es desde su introducción en 
1989, la principal causa de muerte de los castaños. En ausencia de medios de control eficazes la eliminación de los chancros se utiliza para reducir el inóculo 
del parásito El método demostró poca efectividad y la enfermedad está presente en todas las regiones de la castaña de Portugal. El hipovirulencia, mediada 
por la presencia de virus CHV1 (dsRNA) es un método muy eficaz para el tratamiento de los chancros y la recuperación de los castaños. Este estudio tuvo 
como objetivo evaluar la estructura de la población C. parasitica para aplicar la hipovirulencia. En tres lugares, donde la enfermedad está presente desde su 
introducción, se estudió la estructura poblacional del hongo parásito. Usando una malla geográfica de 500x500m, se estudiaron 70 puntos de muestreo y 
1331castaños. El análisis geoestadística reveló focos de alta intensidad de la enfermedad que van desde 54,75 a 73,33%. Se identificaron 5 vc. types. EU-11 
és el grupo dominante con 85,55%, seguido por el EU01(5,34%), EU66(4,58%) y EU12(2,90%). Los idiomorfos MAT-1 y MAT-2 están presentes en las 
poblaciones estudiadas y la MAT-2 és dominante. La proporción 1:1 se identificó lo que indica la multiplicación sexual del hongo. La baja diversidad vc type 
en la población de C. parasitica recomienda la introducción de hipovirulencia para controlar el chancro del castaño en Portugal.
Palavras Clave:  CryphoneCtria parasitiCa (Murrill) Barr., GeoreferenCiaCión, GeoestadístiCa, inCoMpatiBilidad veGetativa, MatinG type
aBstraCt –Chestnut (Castanea sativa Mill) is an ancient and low input agroforestry system of the Portuguese Northeast Mountains. Chestnut Blight that 
triggered a disturbing epidemics, which became a major cause of chestnut tree mortality after its establishment in 1989, is associated with Cryphonectria 
parasitica (Murrill) Barr, an invasive alien aggressive plant pathogens. Disease control is attempted by canker removal which was not efficient and disease has 
continuously increase and spread. Biological control by hypovirulence, a hypovirus CHV1 mediated system, is an efficient method to control the disease and 
improve the host plant recovery. The main goal of this work was obtaining, the rational for applying hypovirulence to control Chestnut Blight in Portugal. In 
three parishes, where the chestnut blight is present since its introduction, and applying the georeferencing methods the spread and the genetic population 
structure of C. parasitica was evaluated. In a 500x500m geographic grid, 70 sampled points and 1331 trees were evaluated. The geostatistical analysis showed 
widespread distribution of the disease with outbreaks with high incidence of the disease varying from 54.55% to 73 33%. Overall, five vc types were found. 
EU-11 is the dominant vc type comprising 85.50% of the isolates, followed by EU01 (5.34%), EU66 (4.58%) and EU12 (2.90%), that were considered 
new introductions of the parasite. MAT-1 and MAT-2 were identified in all study sites. MAT-2 is dominant but in one location near 1:1 that configure sexual 
reproduction. The still low diversity of vc type in the C. parasitica population recommend hypovirulence introduction as a preferential mean to control 
Chestnut Blight in Portugal. 
Key words: CryphoneCtria parasitiCa (Murrill) Barr., Georeferentiation, GeostatistiCs, veGetative inCoMpatiBility, MatinG type
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 introdução
O Cancro do Castanheiro provoca cancros corticais nos 
troncos e ramos levando á morte das árvores num período 
curto de tempo. É uma doença bem conhecida em fitopatologia 
e um exemplo clássico de catástrofe ecológica associado 
à introdução, nos EUA, do fungo Cryphonectria parasitica 
(Murrill) Barr, anteriormente Endothia parasitica (Murrill) P.J. 
Anderson & H.W. Anderson, um fungo da micoflora natural 
dos castanheiros asiáticos (Castanea crenata Siebold et Zucc. e 
Castanea mollissima Blume). A infeção foi descrita pela primeira 
vez em castanheiros americanos em 1904 (Farlow, 1912) e 
rapidamente se instalou em toda a área de dispersão natural 
do Castanea dentata (Marsh.) Borkh, tendo destruído, em 50 
anos, mais de 3,5 mil milhões de castanheiros americanos 
(Anagnostakis et al. 1988). Na Europa, a doença foi referenciada 
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É objetivo deste trabalho avaliar a incidência e severidade 
do Cancro do Castanheiro nos locais iniciais de introdução 
da doença aplicando os métodos de georreferenciação e 
geoestatística e avaliar a atual estrutura genética da população de 
C. parasitica quanto ao sistema de incompatibilidade vegetativa 
(vc type) e de mating type para possibilitar a introdução da 
Hipovirulência como meio de luta preferencial contra o Cancro 
do Castanheiro em Portugal uma vez que foram entretanto 
identificadas estirpes hipovirulentas compatíveis com o grupo 
vc type dominante em Portugal. 
 material e métodos
 Dispersão e Incidência atual do Cancro do Castanheiro em Portugal
 Local de estudo e amostragem das parcelas 
Depois de analisados os diversos locais onde a presença 
do Cancro do Castanheiro é conhecido desde a introdução de 
C. parasitica em Portugal foram selecionadas as freguesias de 
Parada (concelho de Bragança), Vilar de Peregrinos (concelho 
de Vinhais) e São João da Corveira (concelho de Valpaços) 
(Figura 1). A recolha de dados de campo ocorreu entre maio 
e agosto de 2013. Na área de cada freguesia foi criada uma 
rede sistemática de pontos com distância de 500 m entre 
parcelas. Na sistematização, usou-se como referência a malha 
quadrada do Inventário Florestal Nacional, com distância de 
2 km entre pontos. Para a recolha de informação no campo 
foram previamente desenvolvidos procedimentos idênticos de 
modo a que a recolha da informação no terreno fosse o mais 
uniforme possível. A área de amostragem foi também ajustada, 
de acordo com a situação concreta, para 1000, 1500, ou 2500 
m2, de modo a que pudessem incluir pelo menos 15 árvores por 
parcela. Nos castanheiros foram considerados os parâmetros 
dendrométricos (idade, diâmetro, altura, diâmetro de copa, 
variedade), de vigor e de sanidade. A condição fitossanitária 
(severidade) relacionada com o Cancro do Castanheiro foi 
avaliada por aplicação de uma escala de 1 a 5, sendo 1 uma 
árvore morta e 5 a melhor condição. A presença de cancros foi 
igualmente registada, sendo recolhido material para isolamento 
em laboratório.
As árvores foram georreferenciadas, havendo também a 
georreferenciação do centro da parcela onde ficam incluídos os 
diversos parâmetros relativos à parcela: i) qualidade do local 
(litologia, profundidade do solo, exposição, topografia, altitude, 
declive, pedregosidade); ii) povoamento (idade, copado, 
área basal, variedade, densidade, estrutura, composição); 
iii) práticas culturais (lavouras, sobcoberto, fertilizações, 
corretivos orgânicos, podas, tratamentos fitossanitários); iv) 
outros parâmetros (valorização ou desvalorização do local). 
A aproximação às parcelas foi realizada no terreno com 
a ajuda de um recetor de sinal GPS e a identificação do centro 
da parcela com a ajuda fotografia aérea, após a devida marcação 
num Sistema de informação Geográfica (SIG). Na Figura 1 está 
representada a localização das freguesias, sendo a distribuição 
das parcelas proporcional à dimensão de cada uma das 
pela primeira vez no Norte da Itália, em 1938, e causou grande 
preocupação uma vez que o parasita evidenciou, de igual forma, 
elevada agressividade no castanheiro europeu (Castanea sativa 
Mill). O parasita progressivamente invadiu os países vizinhos 
onde se desenvolveu de forma epidémica, estando presente, 
nos finais da década de 90, em toda a área de distribuição do 
castanheiro europeu (base de dados PQR-OEPP versão 5.3, 
2014). Apesar dos elevados prejuízos e grande número de 
castanheiros entretanto mortos pela doença, o aparecimento 
natural da Hipovirulência, a maior tolerância do castanheiro 
europeu ao fungo parasita e a distribuição não contínua das 
áreas de castanheiro, permitiu que não se atingissem os níveis 
de mortalidade observados nos EUA (Heiniger e Rigling 1994, 
Milgroom e Cortesi 2004).
Em Portugal, o Cancro do Castanheiro teve 
desenvolvimento epidémico a partir de 1989 quando foi 
detetado em Carrazedo de Montenegro e quase em simultâneo 
em Vinhais e Bragança. Atualmente está presente em todas as 
regiões de castanheiro do país caracterizando-se em termos 
de distribuição espacial pela existência de focos de forte 
incidência da doença, com elevado número de árvores doentes, 
e outros locais com menor extensão e severidade (Gouveia 
et al. 2001, Bragança et al. 2005). Não existindo substâncias 
químicas capazes de travar o desenvolvimento dos cancros, os 
meios de luta utilizados em Portugal baseiam-se na eliminação 
dos tecidos doentes com o objetivo de reduzir o inóculo do 
parasita. O método é muito laborioso e pouco eficaz (Gouveia 
et al. 2003) colocando o ecossistema castanheiro numa situação 
de grande fragilidade. A Hipovirulência é um método de luta 
biológico de grande eficácia quando se conhece a estrutura 
da população do fungo parasita e se aplicam as estirpes 
hipovirulentas compatíveis (Anagnostakis et al. 1986, Heiniger 
e Rigling 1994). 
A Hipovirulência, mecanismo biológico associado à 
redução da agressividade em C. parasitica, está associada à 
presença no citoplasma do fungo parasita de partículas dsRNA, 
atualmente classificadas como vírus da família Hypoviridae 
e género Hypovirus designado CHV (Cryphonectria parastica 
Hypovirus). Os vírus dsRNA associados à Hipovirulência não 
possuem uma fase exterior ao fungo ocorrendo a transmissão 
entre isolados por anastomose das hifas (Gobbin et al. 2003). A 
anastomose é viável quando os indivíduos possuem os mesmos 
alelos em todos os vic loci e incompatíveis quando os alelos são 
diferentes num ou mais vic loci (Milgroom e Cortesi 1999). Em 
C. parasitica estão caraterizados seis loci o que determina um 
total de 64 grupos de incompatibilidade vegetativa (vc type) 
(Cortesi Milgroom 1998). A eficácia da Hipovirulência como 
meio de luta biológica depende da estrutura da população 
do fungo parasita presente em cada local e da capacidade de 
conversão das estirpe hipovirulentas a introduzir como agentes 
de controlo biológico. A aplicação da Hipovirulência como 
meio de luta do Cancro do Castanheiro não foi ainda possível 
em Portugal uma vez que a estrutura da população relacionada 
com os vic genes é dominada pelo vc type EU11 um grupo 
relativamente raro na população europeia e para o qual não se 
conheciam ou não estavam disponíveis estirpes hipovirulentas.
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1989, Pannatier 1996). É possível observar os seguintes valores 
no semivariograma: patamar, valor da semivariância no modelo 
platô, igual à variância da amostra, b) efeito de pepita, valor 
da semivariância na origem; c) a distância entre pares, na qual 
ainda há boa correlação espacial, que ocorre até ser atingido 
o patamar do modelo. A partir dessa distância limite os pares 
deixam de estar correlacionados (Matheron 1962, Shukla et al. 
2004, Mulla 2008). A dependência espacial pode ser classificada 
assumindo o efeito de pepita como uma percentagem relativa 
ao patamar: <25% - forte; 25-75% - moderada; > 75% - fraca 
dependência espacial (Cambardella et al. 1994).
freguesias e respetiva área de souto em Parada (Bragança), Vilar 
de Peregrinos (Vinhais) e São João da Corveira (Valpaços).
A análise de dispersão do cancro realizou-se por métodos 
geoestatísticos, onde é feito o estudo de um semivariograma 
empírico. O semivariograma faz a representação gráfica da 
semivariância de pares de amostras similares. Neste caso, 
considera-se a posição geográfica das árvores e a condição 
fitossanitária. A correlação espacial é definida considerando 
uma dada distância (h) entre árvores, i.e., a distância entre cada 
par de amostras. Quando a semelhança entre pares de valores 
aumenta, cresce o valor do semivariograma (Isaaks e Srivastava 
Figura 1 - Localização das áreas de estudo: Parada, São João da Corveira e Vilar de Peregrinos
Estrutura genética da População de Cryphonectria parasitica
Recolha das amostras de Cryphonectria parasitica 
Todas as árvores dos locais amostrados foram avaliadas, 
por observação visual, para detetar sintomas da doença nos 
castanheiros: árvore sã, ramo/árvore morta, casca com necroses 
e fissuras longitudinais, presença de micélio sob os tecidos do 
ritidoma do castanheiro. Nas árvores com sintomas visíveis de 
Cancro do Castanheiro foi retirado material vegetal da zona 
central e da extremidade do cancro, usando um utensílio de 
corte. Foram recolhidas amostras de cada um dos cancros 
presentes por árvore (caso exista) ou de diferentes zonas 
do cancro devido à extensão do cancro (cancros demasiado 
extensos). Devido à localização de alguns cancros em locais de 
difícil acesso tornou-se impossível a recolha de amostras desses 
cancros. As amostras recolhidas foram colocadas em sacos 
plásticos, identificadas e transportadas para o laboratório.
Isolamento e caracterização de Cryphonectria parasitica
No laboratório, pequenos pedaços (aproximadamente 
5x5 mm) foram cortados a partir das amostras com sintomas 
da doença e desinfetadas por imersão em álcool a 50% (v/v) 
durante 3 minutos. Em seguida as amostras foram colocadas em 
papel absorvente e foram passadas pela chama para retirar todo 
o excesso de álcool e colocadas em placas de Petri com meio 
de cultura PDA (Potato Dextrose Agar - Difco, 39 gr/L). As 
placas de Petri foram incubadas a 25ºC no escuro durante cerca 
de 3 dias até obter crescimento micelial para purificar. Após 
o crescimento micelial, pedaços de micélio são transferidos 
para novas placas Petri contendo PDA, obtendo assim culturas 
purificadas. A identificação é realizada por observação das 
caraterísticas morfológica das culturas, sendo posteriormente 
incubadas a 25ºC durante 14 dias à luz difusa do laboratório 
com o objetivo de obter esporos.
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(5´-GACATCACAAGTCGGCTCCCACGAACA-3´) e M1-
GS2-rev (5´-GTGCTTTGTGTCGTGTATTAATCGCCGC-3´) 
para o MAT-1 e M2-GS2 
(5´-GGAAGTTGGGTCCAAAATATGGGTACAG-3´) e Inv-
A5n (5´-TGAAAGCAGCCTTGATGTCGGCAGCCTT-3´) 
para MAT-2 (Marra and Milgroom 1999, McGuire et al. 2001). 
A amplificação por PCR foi realizada em 50ul de uma mistura 
de reação contendo uma mostra de DNA (cerca de 4ul), um par 
de primers (10uM cada), 10uM dNTPs, 25mM MgCl2, 10X 
tampão de reação, 5U7ul Taq DNA polimerase. As condições 
dos ciclos térmicos usadas nas reações foram as seguintes: 4 
min a 94 ºC, 34 ciclos de 0,5 min a 94 ºC, 1 min a 66 ºC e 4 
min a 72 ºC, e 4 min a 72ºC para a extensão final. Os produtos 
da PCR foram fracionados por eletroforese em agarose a 1,6% 
a 90 V usando o marcador molecular plus DNA Ladder de 1Kb, 
coradas com GelRed e visualizadas em UV.
resultados e disCussão
Dispersão e Incidência atual do Cancro do Castanheiro em Portugal
Durante este estudo foram estudadas 70 parcelas, 25 
parcelas em Parada (Bragança), 27 parcelas em São João da 
Corveira (Valpaços) e 18 parcelas em Vilar de Peregrinos 
(Vinhais) (Tabela 1), tendo sido observadas em todos os locais 
de estudo 1331 árvores, das quais 171 árvores apresentavam 
sintomas da doença. Durante este estudo foram observadas 22 
parcelas sem árvores doentes, sete em Parada, nove em São 
João da Corveira e seis em Vilar de Peregrinos.
A percentagem de castanheiros infetados em Parada 
foi de 18,60%; 9,59% em Vilar de Peregrinos e 10,00% em 
São João da Corveira. Nas parcelas que apresentavam árvores 
doentes, a percentagem de árvores doentes variou entre 4,76% 
até 54,55% em Parada, 3,85% até 52,94% em São João da 
Corveira e 4,76% até 73,33 em Vilar de Peregrinos.
Grupos de compatibilidade vegetativa (vc type)
Para determinar os grupos de compatibilidade vegetativa 
(vc types) efetuaram-se pareamentos de todos os isolados com 
os EU testers já conhecidos em Portugal, EU-01, EU-02, EU-
11, EU-12 e EU-66 (Bragança et al. 2007) Os isolados de C. 
parasitica foram pareados aproximadamente a 3 mm de distância 
na extremidade de placas de Petri e incubados a 25ºC no escuro 
durante 7 dias e seguidos de mais 5 dias com exposição à luz difusa 
do laboratório. As placas de Petri foram inoculadas segundo a 
metodologia usada por Cortesi et al. (1998). A compatibilidade 
vegetativa foi avaliada aos 7 dias de incubação às escuras e depois 
aos 5 dias de incubação à luz difusa e de acordo com a resposta 
“barrage”/fusão (Anagnostakis 1988, Bissegger et al. 1997), em 
que fusão das duas colónias significa compatibilidade e “barrage” 
entre duas colónias significa isolados de compatibilidade 
diferente. A diversidade dos vc types em cada local de estudo foi 
calculada usando o índice de diversidade de Shannon & Wiener 
(H’) seguindo a seguinte expressão:
Onde pi é a frequência de i vc types em cada população e 
s é o número total de vc types em cada população.
Mating type 
Depois de analisada a distribuição espacial de C. parasitica 
selecionaram-se, nas zonas de maior incidência da doença e em 
cada uma das freguesias, os locais para avaliação da estrutura 
de mating type em C. parasitica. O mating type foi determinado 
para todos os isolados C. parasitica, através de identificação por 
amplificação dos idiomorfos MAT utilizando os primers M1-GS1 
Tabela 1 - Número de parcelas georeferenciadas, número de árvores observadas, número de árvores doentes e isolados
 com e sem Cryphonectria parasitica em Parada, São João da Corveira e Vilar de Peregrinos (ano de 2013)
A análise de dispersão espacial do Cancro do Castanheiro 
foi realizada por métodos geoestatísticos, pelo estudo do 
semivariograma empírico que faz a representação gráfica 
da semivariância de pares de amostras similares. A análise 
geoestatística evidenciou uma distribuição generalizada da 
doença nos três locais em estudo com focos de maior ou menor 
dimensão com elevada incidência da doença atingindo 54,55 % 
de árvores doentes em Parada, 52,92 % em S. João da Corveira 
e com 73,33 % de árvores doentes em Vilar de Peregrinos. Os 
locais que apresentam maior incidência da doença são também 
os locais com maior severidade da doença (Figura 2, 3 e 4).
Parada São Joao da Corveira Vilar de  Peregrinos Total
Parcelas 25 27 18 70
Árvores observadas 457 530 344 1331
Árvores doentes 85 53 33 171
Isolados com C. parasitica 101 72 38 211
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Figura 2 - Distribuição da incidência e da severidade da doença em Parada (Bragança) no ano de 2013.
Figura 3 - Distribuição da incidência e da severidade da doença em São João da Corveira (Valpaços) no ano de 2013.
Figura 4 - Distribuição da incidência e da severidade da doença em Vilar de Peregrinos (Vinhais) no ano de 2013.
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quatro grupos de vc types, sendo o mais frequente o grupo 
EU11 (79,41%), seguindo-se o grupo EU66 (11,76%) e o 
EU12 (2,94%). Em Vilar de Peregrinos foram identificados três 
grupos de compatibilidade vegetativa, sendo o mais frequente 
o grupo EU11 (85,00%), seguindo-se o grupo EU01 (10,00%) 
e o EU66 (5,00%). O índice de diversidade de Shannon-
Wiener (H’) variou de 0,495 em Parada a 0,705 em São João 
da Corveira.
Mating type
Um total de 91 isolados de C. parasitica foram testados 
para mating type, 18 em Parada, 32 em S. João da Corveira 
e 41 em Vilar de Peregrinos. Em 22 isolados, 10 em Parada, 
4 em São João da Corveira e 8 em Vilar de Peregrinos não foi 
possível obter amplificação de qualquer dos idiomorfos MAT 
com o método utilizado. Em todos os locais em estudo foi 
identificado MAT-1 e MAT-2 (Tabela 3). 
Grupos de compatibilidade vegetativa (vc type)
Das 171 árvores com sintomas de Cancro do Castanheiro 
das três regiões em estudo analisaram-se 131 isolados de C. 
parasitica. No conjunto dos isolados, foram identificados cinco 
grupos vc type. O vc type dominante e mais difundido nos três 
locais de estudo foi o EU11, com 85,50% e estando presente 
como grupo dominante em todas as regiões estudadas (Tabela 
2). O grupo EU01 foi o segundo vc type mais frequente com 
5,34%, seguindo-se o grupo EU66 com 4,58% e o EU12 com 
2,90% do total dos isolados De referir que em 3 isolados, 1 
de Parada (Bragança) e 2 de São João da Corveira (Valpaços), 
não foi possível determinar o vc type usando os EU testers 
presentes em Portugal. Analisando por área de estudo, em 
Parada (Bragança) foram encontrados cinco grupos de vc types, 
sendo o mais frequente o grupo EU11 (88,31%), seguindo-se 
o grupo EU01 (6,49%), EU12 (2,59%) e o EU66 (1,29%). 
Em São João da Corveira (Valpaços) foram identificados 
Tabela 2 - Número de isolados de Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr., tipos de compatibilidade vegetativa e 
Índice de Diversidade Shannon & Wiener (H’) em Parada, São João da Corveira e Vilar de Peregrinos no ano de 2013.
Tabela 3 -Isolados testados, mating type e proporção (MAT-1/MAT-2) dos isolados encontrados nas 
freguesias de Parada, São João da Corveira e Vilar de Peregrinos no ano de 2013..
Freguesia No Isolados 
pareados
Compatibilidade Negativa H’
EU01 EU11 EU12 EU66 NC
Parada 77 5 68 2 1 1 0,495
São João da Corveira 34 0 27 1 4 2 0,705
Vilar de Peregrinos 20 2 17 0 1 0 0,518
Total 131 7 112 3 6 3
NC – Não conhecido; H’ – Índice de Diversidade de Shannon & Wiener
Freguesia Isolados 
Mating types Proporção
MAT-1/MAT-2MAT-1 MAT-2 MAT-1 e 2
Parada 18 5 3 0 5/3
São João da Corveira 32 13 15 0 13/15
Vilar de Peregrinos 41 12 19 2 12/19
Total 91 30 37 2
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amplificação dos idiomorfos não foi obtida em todos os isolados, 
mesmo depois de algumas repetições e foi particularmente 
acentuado na população de Parada onde não foi possível obter 
amplificação em mais de 50% dos isolados. O idiomorfo MAT-
2 foi o mais frequente em São João da Corveira e Vilar de 
Peregrinos e o idiomorfo MAT-1 o mais frequente em Parada. 
Os dois idiomorfos MAT-1 e MAT-2 foram obtidos em todos os 
locais estudados. Em 2 isolados de Vilar de Peregrinos foram 
identificados, no mesmo isolado, os dois idiomorfos. Em estudos 
realizados por Bragança et al. (2007) na região de Trás-os-Montes, 
foi verificado também que o MAT-2 foi dominante em todos os 
locais amostrados na região, tendo a relação dos idiomorfos 
apresentando valores significativamente diferente da proporção 
1:1. No entanto os autores concluem, com base na presença de 
peritecas nos tecidos doentes, que a multiplicação sexual seria 
comum em Portugal e que estaria associada à introdução inicial 
de isolados EU-11 com idiomorfos diferentes ou auto-férteis. 
Neste trabalho foram identificados isolados EU-11 de idiomorfo 
MAT-1 e outros MAT-2 e ainda isolados com os dois idiomorfos no 
mesmo isolado. A rápida dispersão da doença em alguns locais e 
a presença de peritecas observadas nesses locais (não incluídos 
neste estudo) é indicador da capacidade de multiplicação sexuada 
do fungo o que potencialmente pode levar a uma rápida alteração 
da população parasita. A introdução de estirpes C. parasitica CHV1 
como meio de luta biológico que sendo maternalmente estéreis 
(Anagnostakis 1987) e ao não produzem esporos, que atuam 
como gâmetas masculinos na fertilização das hifas, diminuirão 
a capacidade de multiplicação sexuada do fungo contribuindo 
assim para a redução da diversidade do fungo parasita e para a 
eficácia da Hipovirulência como meio de luta. A presença da 
Hipovirulência natural é ainda muito reduzida em Portugal tendo 
sido isolados apenas 8 isolados com fenótipo branco, todos na 
região de São João da Corveira, e identificados posteriormente 
com estirpes CHV1 de C. parasitica. A caraterização molecular 
dos isolados hipovirulentos obtidos na região de Trás-os-Montes 
(Pereira et al. 2015) possibilitará, a curto prazo, a introdução da 
Hipovirulência como meio de luta preferencial contra o cancro 
do Castanheiro em Portugal. A informação recolhida através do 
sistema de informação geográfico (SIG) e georreferenciação de 
todos os indivíduos em estudo constitui uma base de dados de 
referência para estudos posteriores que poderão elucidar muitos 
aspetos relacionados com a eficácia do método mas também com 
as alterações futuras ao nível da estrutura da população do fungo 
parasita.
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